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Verfahren und Vorrichtungen zur elektrophoretischen Trennung von Partikein, 
insbesondere von Makromolekulen 

Gebiet der Erfindung 

Die vorliegende Erfindung betrifft Verfahren und Vorrichtungen zur elektrophoreti- 
schen Trennung von Partikeln, insbesondere von Makromolekulen, wie beispielswei- 
se DNA-, RNA-Makromolekule. DNA-. RNA-Ollogomere und Proteinen. 

Stand der Technik 

Elektrophoreseverfahren werden Insbesondere in der Molekularblologie, der Gen- 
technik und der Medizin eingesetzt, um Makromolekule verschiedener Ladung und 
verschiedener GroRe voneinander zu trennen. 

Im Stand der Technik sind im wesentlichen zwei verschiedene Elektrophoreseverfah- 
ren zunn Trennen von Makromolekulen, namllch die sogenannte Gelelektrophorese 
und die Kapillargelelektrophorese bekannt. Bei der Gelelektrophorese wird ein auf 
einer Platte aufgebrachtes Gel verwendet; be! der Kapillargelelektrophorese wird 
eine gelahnliche Polymerlosung in einer Kapillare vorgesehen. 

Sowohl bei der Gel- als auch bei der Kapillargelelektrophorese nutzt man die Tatsa- 
che aus. daft Makromolekule mit verschiedener Ladung und Grofte unter EInfluft 
eines aufteren elektrischen Feldes in einem Gel mit unterschledlicher Geschwindlg- 
keit wandern. Dadurch entstehen Banden, welche jewells eine Spezies der verschie- 
denen Makromolekule, also die Makromolekule mit gleicher Ladung bzw, gleicher 
GrGfie, enthalten. Die Lage der Banden wird durch Farbetechnlken oder UV-Licht 
absortion optisch ausgelesen. 




Zum Auslesen der Banden wird hierzu auf das Gel eine Schicht eines Anfarbemittels 
aufgebracht und dort bei genau kontrollierter Temperatur fur eine bestimmte Zelt 
belassen. Danach wird die Anfarbereaktion durch Entzug des Wassers aus dem Gel 
unterbunden. 

Als Gale verwendet man typischerweise Agarose, Celluloseacetat oder Acrylannid. 
Die Gel- und Kapillargelelektrophorese wird beispielsweise bei der DNA-Analyse in 
der medizinischen Forschung und Diagnose verwendet. Durch Restriktionsfragmen- 
tanalyse kdnnen beispielsweise Aussagen uber Erbinformation getroffen werden, 
weshalb die Gelelektrophorese bei der Diagnose von genetisch bedlngten Krank- 
heiten groRe Bedeutung eriangt hat. 

Die wesentlichen Nachteile des Gel- und des Kapillarelektrophoreseverfahrens sind 
zum einen der erhebliche Zeitaufwand zur Vorbereitung und Durchfuhrung der Elek- 
trophorese und zum anderen, daft grofie Mengen an Probenmaterial zur Analyse 
benotigt werden. 

Insbesondere sind in beiden Verfahren die gebrauchlichen Elektrophoresewege ver- 
haltnism^fiig lang. Dies fQhrt zu Wanderzeiten von ca. 2 Stunden. Weiterhin mufi vor 
dem eigentlichen Elektrophoresevorgang zunSchst das Gel vorbereitet werden, bei- 
spielsweise gegossen werden. Eine Automatislerung dieses Vorgangs ist zwar mog- 
lich, jedoch mit hohem Aufwand verbunden, da die notwendigen Gerate hohe Kosten 
verursachen. Deshalb wird die Elektrophorese oft per Hand durchgefuhrt, was zu 
einer weiteren Erhohung des Zeitaufwands fuhrt. 

Weiterhin lassen sich die bekannten Verfahren nicht beliebig miniaturisieren, um bei- 
spielsweise die erforderlichen Probenmengen gering zu halten. 

Angesichts der aufgefuhrten Nachteile liegt der Erfindung die Aufgabe zugrunde, ein 
Verfahren und Vorrichtungen zur Durchfuhrung eines Verfahrens zu schaffen, in dem 




bzw. mit denen einerseits der Zeitaufwand zur Trennung von MakromolekQIen mittels 
der Elektrophorese verringert werden kann und die andererseits zur Miniaturisierung 
geeignet sind, so daR bereits geringe Probenmengen zur Analyse ausreichen. 

Beschreibung der Erfindung 

Die zuvor genannte Aufgabe wird gelost durch ein Verfahren zur elektrophoretisclien 
Trennung von Partikein, insbesondere von MakromolekQIen, mit den Schritten eines 
Aufbringen derzu trennenden Partlkel auf eine substratgestutzte Membran, so daR 
die Partikel entlang der Oberfiache der substratgestutzten Membran beweglich sind, 
eines Vorsehen eines elektrischen Feldes, derart dafi entlang der OberflSche, ent- 
lang der die Partikel beweglich sind, Feldgradienten ausgebildet werden, und eines 
zeitliches Veranderns des elektrischen Feldes und/oder eines Verwendens einer 
substratgestutzten Membran mit einer strukturierten Oberflache, wobei das elektrl- 
sche Feld zeitlich so verandert wird und/oder die substratgestutzte Membran so 
strukturiert ist, dali auf die Partikel eine Kraft wirkt, die zu einer von der Lange der 
Partikel abhSngigen Bewegung fOhrt. 

Durch bestimmte Auswahl des angelegten elektrischen Feldes und/oder eine ent- 
sprechende Strukturierung der Membran wirkt auf die Partikel eine Kraft, die von der 
Lange der Makromolekule abhangt, so dafi fur Makromolekule in Abhangigkeit von 
ihrer Grolie eine unterschiedliche Weglange in dem elektrischen Feld resultiert. Ge- 
genuber dem Stand derTechnik konnen bei dem erfindungsgemafien Verfahren die 
Laufzelten dadurch stark verringert werden, dafi sich die Makromolekule nicht mehr 
in dem Gel fortbewegen mussen, sondern lediglich an der Oberflache der Membran 
gebunden sind. im ubrigen aber frei beweglich sind. Die hohe Mobilitat der Makro- 
molekule auf der Membran fiihrt somit zu einer erheblichen Verringerung der Zeit- 
dauer zur Durchfuhrung der Elektrophorese. Weiterhin ist der Zeitaufwand zur Her- 
stellung einer Membran wesentllch geringer ats der Zeitaufwand, der zum Giefien 
eines Gels erforderlich ist. 




Gemafi einer bevorzugten Welterblldung des erfindungsgemalien Verfahrens wind 
als substratgestutzte Membran eine fluide Lipidmembran verwendet. Durch eine 
derartige Membran wird sichergestellt, daft die Partikel einerseits an der Membran 
gebunden werden und andererseits eine hinreichend hohe Mobilitat auf der Oberfla- 
che der Membran haben. Die aus dem Stand der Technik bekannte dreidimensio- 
nale Bewegung kann somit auf eine quasi-zweidimensional Bewegung zuruckgefuhrt 
werden. 

Vorzugswelse kann hierzu eine kationische fluide Lipidmembran verwendet werden. 
Durch eine deratige Membran lassen sich die in der Regel negativ geladenen DNA-, 
RNA-Makromolekule, bzw. DNA-, RNA-Ollogomere an die Membran binden. 

GemaR eIner anderen Welterblldung konnen zum Aufbau der fluiden Membran am- 
phiphiie Makromolekule verwendet werden. Amphiphile Molekule zeichnen sich da- 
durch aus, daft sie Mono- und Doppelschichten in wassriger Losung formen. 

Entsprechend einer anderen Welterblldung der zuvor beschrlebenen Verfahren kann 
eine fluide Lipidmembran verwendet wlrd, die Mono- bzw. Doppelschichten aus ge- 
ladenen LIpiden aufwelst. HIerdurch wird einerseits eine gute Haftung der Membran 
an dem Substrat gewahrleistet und andererseits die BIndung der Makromolekule an 
der Membran sichergestellt. Daruberhinaus kann auf diese Weise die Membran ver- 
gleichsweise dunn ausgebildet werden, so daft eine Beobachtung der Banden mit 
optischen Einrichtungen problemlos moglich isL 

Gemaft einer ersten Alternative der zuvor beschrlebenen Verfahren wird ein gepul- 
stes elektrisches Feld verwendet. Die Makromolekule verschledener Grofte, die auf 
die Membran aufgebracht worden sind, fuhren zunachst eine ungeordnete 
Brown'sche Bewegung durch. Wenn nun ein gepulstes elektrisches Feld angelegt 
wlrd, richten sich die verschledenen Makromolekule wShrend des ersten Pulses 




entlang der Feldlinien aus. DIese Ausrichtung findet In Abhanglgkeit von der Grofie 
der MakromolekQle statt, wobei sich die kleineren Makromolekule schneller als die 
grolieren Makromolekule ausrichten. Nachdem ein Makromolekul im elektrischen 
Feld ausgerichtet 1st, beginnt es mit seiner Bewegung in Richtung des Feldgradien- 
ten. Folgiich beginnen kleinere Makromolekule eher als groflere MakromolekQle mit 
der Bewegung im elektrischen Feld. In dem Zeitraum zwischen dem ersten und dem 
zweiten Puis findet wieder eine ungeordnete Braun'sche Bewegung der Makromole- 
kule statt; allerdlngs fuhren die kleineren Makromolekule aufgrund ihrer grofieren. 
wahrend des ersten Pulses zuruckgelegten Strecke ihre ungeordnete Bewegung an 
einem anderen Ort als die groReren Makromolekule durch. Wenn nun der zweite 
Puis angelegt wird, findet wiederum eine Ausrichtung der Makromolekule entlang der 
Feldlinien statt. Auch hierbei richten sich kleinere Makromolekule schneller als gro- 
(iere Makromolekule aus und legen wahrend des zweiten Pulses wiederum eine 
groliere Strecke im elektrischen Feld zuriick. Insgesamt kann auf diese Weise eine 
Separierung der Makromolekule in Abhangigkeit von ihrer Grdfte erzielt werden. 

Entsprechend einer zweiten Alternative der oben beschriebenen Verfahren kann ein 
Wechselfeld verwendet werden, dem ein zeitlich konstantes Feld uberlagert ist. 
Durch das zeitlich konstante Feld werden die Makromolekule im wesentlichen in 
Richtung des Feldlinien bewegt. Die Bewegung in diesem Feld wird allerdlngs auch 
durch das Wechselfeld, in dem sich die Makromolekule ausrichten. beeinfluflt. Da 
sich analog zum obigen Fall die Makromolekule mit einer Geschwindigkeit, die mit 
ihrer Grofte abnimmt, im Wechselfeld ausrichten und daruber hinaus im Wechselfeld 
bewegen, legen die kleineren Makromolekule in einer Zeiteinheit wiederum eine gro- 
R.ere Strecke zuruck. Dadurch dafi die Makromolekule unter dem Einflufi des Wech- 
selfeldes nicht nur ausgerichtet werden, sondern sich auch im Wechselfeld bewe- 
gen, fuhren die Makromolekule insgesamt eine Zick-Zack-Bewegung auf der Ober- 
fiache der Membran durch. 




Vorteilhafterweise konnen hierbel das Wechselfeld und das zeitlich konstante Feld 
kreuzartig uberlagert werden. In diesem Fall ergibt sich ein symmetrlscher Weg der 
Makromolekule auf der Membran. 

Zusatzlich kann in den Verfahren gemafi der ersten und der zweiten Alternative zur 
Stutzung der Membran ein Substrat verwendet werden, dessen Oberflache Rippen 
aufweist. Hierdurch wird die Bewegung, insbesondere eine Ausrichtung der Makro- 
molekuie im elektrischen Feld in Abhangigkeit von ihrer GroBe noch weiter beein- 
fluflt. Insbesondere wird die Reibungskraft bei der Ausrichtung fur grofiere Makro- 
molekule starker erhoht als fur kleinere Makromolekule, was insgesamt zu einer 
weiteren Diskriminierung bezQglich der GroBe der Makromolekule fuhrt. 

Zur Durchfuhrung des Verfahrens hat sich hierbel ein Substrat als zweckmSfilg er- 
wiesen, dessen Rippen eine Periodizitat In einem Berelch von 2nm bis 200nm auf- 
weisen. Vorteilhafterweise liegt hierbei die Hohe der Rippen in einem Bereich von 
0.1nm bis 10nm. 

Entsprechend einer dritten Alternative der zuvor beschriebenen Verfahren kann bei 
Verwendung einer Membran, die auf einem Substrat mit Rippen vorgesehen ist, ein 
zeitlich konstantes Feld, dessen Richtung im wesentlichen senkrecht zu den Rippen 
verlauft, verwendet werden. Hierbei erfahren grofiere Makromolekule eine hohere 
Reibungskraft als kleinere Makromolekule, wodurch sich fur diese grGfieren Makro- 
molekule eine kleinere Geschwindigkeit in Feldrichtung ergibt. Hierdurch wird wie- 
derum eine langenabhangige Separierung der Makromolekule erzielt. 

Entsprechend einer vorteilhaften Weiterbildung aller zuvor beschriebenen Verfahren 
wird eine Membran venwendet. die einen Sperrbereich aufweist. in den keine Bewe- 
gung der Partikel moglich ist bzw, an deren Grenze die Makromolekule gestoppt 
werden. Durch Aniegen eines entsprechenden elektrischen Feldes vor der Durchfuh- 
rung der eigentlichen Elektrophorese lassen sich so die Partikel in einem schmalen 



Bereich vordiesem Sperrbereich sammeln. Hierdurch wind ein klar definierter Start- 
punkt und eine enge Bandbreite fur die wahrend der Elektrophorese durchgefuhrte 
Bewegung definiert. Dies fQhrt insgesamt zu einer verbesserten AuflSsung des Ver- 
fahrens. 

Bei Verwendung einer fluiden Membran kann der Sperrbereich durch einen nicht 
fluiden Bereich in der fluiden Membran realisiert werden. Dieser lalit sich beispiels- 
weise dadurch erzielen, dad das Substrat mit einem Material beschichtet wird. auf 
dem die eigentlich fluide Membran nicht fluide ist. Hierzu eignet sich beispleisweise 
AI2O3. Ein derartiger Sperrbereich kann auch dadurch erzielt werden, dafi auf dem 
Substrat ein anderes Material aufgebracht wird, so dafi sich in diesem Bereich keine 
fluide Membran ausbilden kann. Hierzu eignet sich beispleisweise AI2O3. 

Die oben beschriebenen erfindungsgemaflen Verfahren konnen in einem Verfahren 
zur Beobachtung einer elektrophoretischen Trennung eingesetzt werden. Hierzu 
werden, wahrend der Durchfuhrung einer elektrophoretischen Trennung, vorzugs- 
weise digitailsierte Bilddaten, beispleisweise mit einer an einem optlschen Mikroskop 
angeschlossenen Videokamera aufgezeichnet. Nachfolgend konnen diese aufge- 
zeichneten Bilddaten computergestutzt ausgewertet werden. 

Gegenuber dem Stand der Technik hat dIese Weiterbildung den grofien Vorteil, dafi 
auch dynamische Prozesse auf einfache Weise beobachtet werden konnen. So ist 
es beispleisweise moglich, DNA-schneidende Enzyme bei Ihrer Aktivitat zu beob- 
achten. 

Die oben beschriebenen Verfahren zur elektrophoretischen Trennung eignen sich, 
wie bereits angedeutet. besonders zur Trennung von DNA-, RNA-Makromolekulen, 
DNA-, RNA-Oligomeren. Daruber hinaus lassen sich mit diesem Verfahren aber 
auch eine Vielzahl anderer Makromolekule, wie beispleisweise Proteine und/oder 
untersuchen. 




Erfindungsgemafi wird weiterhin ein Substrat. insbesondere zur Stutzung einer 
Membran bei der Durchfuhrung eines der oben beschriebenen Verfahren geschaf- 
fen, das aus optisch transparentem Material besteht. Mit einem derartigen Substrat 
ist es, insbesondere Im Zusammenhang mit der relativ dunnen Membran moglich, 
die Banden der verschiedenen Makromolekulgroften, die sich nach einer elektropho- 
retischen Trennung eingestellt haben, direkt, beispielsweise mittels eines optisclien 
MIkroskops zu beobachten Oder mit einer Videokamera aufeuzeichnen. Dies fuhrt zu 
dem Vorteil, dali die Makromolekule bei der Analyse Im nativen Zustand erhalten 
bleiben, wodurch sie spater folgenden Analyseschritten, beispielsweise einer DNA- 
IHybridisierung zuganglich bleiben. 

Gemafi einer Weiterbildung kann das Substrat Glas als optisch transparentes Mate- 
rial aufweisen. 

Alternativ lassen sich auch Kunststoffe als optisch transparentes Material einsetzen. 
Hierzu lassen sich insbesondere Kunststoffe, wie PC, PMMA. PS. PE oder Plastik 
aus zyklischen Olefinen verwenden. Da Kunststoffe einfacher als Glas zu verarbei- 
ten sind, eignen sie sich Insbesondere wenn das Substrat kompllzierte Strukturen, 
beispielsweise zur Durchfuhrung eines Verfahrens mit einem strukturierten Substrat 
aufweisen soil. 

In den Verfahren, in denen ein strukturiertes Substrat verwendet wird, eignet sich 
insbesondere ein Substrat mit einer Oberflache, die Rippen aufweist. Vorteilhafter- 
weise haben die Rippen in dem Substrat eine Periodizitat in einem Bereich von 2nm 
bis 200nm. Als eIne Hohe der Rippen hat sich insbesondere eIne Hohe In einem Be- 
reich von 0.1 nm bis 10nm als gunstig erwiesen. 

Der wesentliche Punkt bei strukturierten Substraten ist, dali Makromolekule, die sich 
auf einer Membran, die auf einem derartigen Substrat aufgebracht ist, eine von ihrer 




Grofie abhanglge Reibungskraft erfahren. Demgemafi lessen sich auch anders ge- 
formte Strukturen, die zu diesem Effekt fQhren. einsetzen. 

Obwohl diese Substrate auf vorteilhafte Weise In den zuvor beschriebenen Verfah- 
ren verwendet werden konnen, lassen sie sich auch in anderen Anwendungen, bei- 
spielsweise beim Strecken oder Ohentieren von Makromolekulen, einsetzen. Dies 
gilt im besonderen fur die Substrate mit strukturierter Oberflache, belspielswelse der 
rippelformigen Oberflache. 

Aufterdem wird erfindungsgemafi eine substratgestutzte Mennbran geschaffen, die 
sich insbesondere zur Durchfuhrung der obenbeschriebenen Verfahren eignet, die 
eines der zuvor beschriebenen Substrate und eine auf dem jewelligen Substrat auf- 
gebrachte fluide Lipldmembran autWeist. 

Durch diese substratgestutze Membran wird eine einfache Einrichtung zur Durchfuh- 
rung der oben beschriebenen Verfahren zur Verfugung gestellt. 

Vortellhafterwelse kann die substratgestutzte Membran eine fluide Lipldmembran mit 
kationlschen LIplden aufwelsen. Es lassen sich vortellhafterwelse auch amphlphile 
Makromolekule zur Ausblldung der Membran verwenden. Daruber hinaus kann die 
fluide Lipldmembran Doppelschichten aus geladenen Lipiden aufweisen. Auch kann 
die fluide Membran der substratgestiitzten Membran wenigstens einen nicht fluiden 
Bereich aufweisen. 

Mit diesen vorteilhaften Weiterbildungen konnen die bereits im Zusammenhang mit 
den Verfahren diskutierten Vorteile erzielt werden. Um Wiederholungen zu vermel- 
den wird hier ledlglich auf die entsprechenden Stellen bei der Beschreibung der er- 
flndungsgemafien Verfahren verwlesen. 




Entsprechend einer anderen Weiterbildung kann die fluide Lipidmembran der sub- 
stratgestutzten Membran eingetrocknet sein. Dadurch kann das Substrat mit der ein- 
getrockneten Membran gelagert werden. Zum Einsatz der substratgestutzten Mem- 
bran mufl diese dann ledigllch mit Wasser und/oder einer Pufferiosung aufgequollen 
werden. Bei derart vorbereiteten Membranen konnen etwalge Fehler und Abwei- 
chungen beim Herstellen der Membran, insbesondere beim Ansetzen der Losungen 
fur die Membran, vermieden werden, so dali die Reproduzierbarkeit von Ergebnis- 
sen erhoht wird. 

Erfindungsgemaii wird daruber hinaus eine Mikrokanalelektrophoresekammer ge- 
schaffen mit wenigstens einem Kanal, dessen Bodenflache eines der zuvor be- 
schriebenen Substrate aufweist. und mit einer Elektrodenanordnung aufweist. 

In einer derartigen Mikrokanalelektrophoresekammer konnen die einzelnen Arbeits- 
schritte, wie die Festlegung des Startpunktes, das elektrophoretische Trennen der 
Partikel durch Bewegung im elektrischen Feld und die optische Auswertung der 
Banden. integriert werden. Demnach wird das Verfahren gegenuber dem Stand der 
Technik. gemaft dem es erforderlich war. diese Arbeitsschritte in verschiedenen 
Stufen und an verschiedenen Arbeitspiatzen durchzufuhren. erheblich vereinfacht 
werden. Weiterhin ist es in einer derartigen Mikrokanalelektrophoresekammer mog- 
lich, Makromolekule auszustreckten, zu manipulieren und gleichzeitig optischen 
Methoden zuganglich zu machen. 

Vorteilhaften/veise haben hierbei jeder Kanal eine Breite in einem Bereich von 1|am 
bis 10mm und eine Tiefe In einem Bereich von 1pm bis 5000pm. 

Gemafi einer bevorzugten Weiterbildung der Mikrokanalelektrophoresekammer kann 
die Elektrodenanordnung zwei jeweils an den LSngsenden eines jeden Kanals vor- 
gesehene Elektroden aufweisen. Diese Weiterbildung fuhrt zu einer weiteren Ver- 
einfachung der Versuchsanordnung. So konnen hierdurch die Elektroden bereits in 




der Mikrokanalelektrophoresekammer integriert werden und die Mikrokanalelektro- 
phoresekammer mu(i am Mefiplatz lediglich angeschlossen werden. Weiterhin kann 
dadurch, da(i die Elektroden bereits In der Mikrokanalelektrophoresekannmer vorge- 
sehen sind eine vorbestimmte Anordnung In bezug auf jeden Kanal und dannit auch 
in bezug auf die Mennbran realisiert werden, was zu einem gegenuber der Mennbran 
festdefinierten Feld fuhrt. HIerdurch laRt sich gegenuber dem Stand derTechnik eine 
weitere Minlaturisierung verwirklichen, die gemafl dem Stand der Technik aufgrund 
der Positionierungsgenauigkeit des elektrischen Feldes In bezug auf die Membran 
beschrankt ist. 

Gemaii einer anderen Weiterbildung kann die Elektrodenanordnung alternativ Oder 
zusatzlich zwei Elektroden aufweisen, die sich zu beiden Seiten eines jeden Kanals 
in Kanallangsrichtung erstrecken. Diese Weiterbildung elgnet sich insbesondere fur 
das oben beschriebene Verfahren, in dem ein Wechselfeld und ein zeitlich konstan- 
tes dazu gekreuztes Feld vorgesehen werden. Selbstverstandlich werden auch hier 
die Vorteile, die im Zusammenhang mit der oben beschriebenen Elektrodenanord- 
nung dlskutlert worden sind, erzielt. 

In den zuvor beschrleben Mikrokanalelektrophoresekammern kann das Substrat mIt 
eIner fluiden Llpidmembran beschichtet sein. Diese fluide Lipidmembran kann katio- 
nische Lipide aufweisen. Vortellhaftenveise kann die fluide Lipidmembran amphiphile 
Makromolekule umfassen. Daruber hinaus kann die fluide Lipidmembran Doppel- 
schichten aus geladenen Lipiden aufweisen, in eingetrockneter Form voriiegen 
und/oder wenigstens einen nicht fluiden Bereich aufweisen. 

Durch diese speziellen Weiterbildungen konnen die bereits Im Zusammenhang mit 
den verschledenen Verfahren und den verschiedenen substratgestutzten Membra- 
nen diskutierten Vorteile erzielt werden. Dm Wiederholungen zu vermelden wird le- 
diglich auf die betreffenden Diskussionen dieser Merkmale in diesem Zusammen- 
hang mit den Verfahren und den substratgestutzten Membranen verwiesen. 




Im folgenden wird die Erflndung anhand verschiedener Ausfuhmngsbeisplele unter 
Bezugnahme auf die beigefiigte Zeichnung beschrieben. In derZeichnung zeigen: 

Figur 1 : eine Ausfuhrungsform einer Mikrokanalelektrophoresekammer zur Er- 
lauterung einer ersten Ausfuhrungsform des Verfahrens zur elektropho- 
retischen Trennung von Partikeln gemaft der Erfindung; 

Figur 2: eine erste AusfOhnjngsfonn einer substratgestutzten l\4embran zur Er- 
lauterung einer zweiten Ausfuhrungsform des Verfahrens zur elektro- 
phoretischen Trennung von Partikeln gemafi der Erfindung; und 

Figur 3: eine zweite Ausfuhrungsform einer substratgestutzten Membran zur 
Erlauterung einer dritten Ausfuhrungsform des Verfahrens zur elektro- 
phoretischen Trennung von Partikeln gemall der Erfindung. 

In Figur 1 1st eine Ausfuhrungsform einer Mikrokanalelektrophoresekammer zur Er- 
lauterung einer ersten Ausfuhrungsform des Verfahrens zur elektrophoretlschen 
Trennung von Partikeln gemaii der Erfindung dargestellt. 

Diese Mikrokanalelektrophoresekammer 1 umfafit einen Kammerkorper 2 in dem ein 
Kanal 3 vorgesehen ist. Die BodenflSche des Kanals 3 ist hierbei durch ein unstruk- 
turiertes Substrat 4 ausgebildet. Das Substrat 4 ist optisch transparent ausgebildet, 
beispielsweise aus Glas, aus Kunststoff, wie PMMA. PC, PS, PE Oder ahnlichen 
Materialien. Weiterhin ist das Substrat hierbei bis zu 100pm dunn. Hierdurch wird die 
Mikrokanalelektrophoresekammer 1 optischen Ausleseverfahren direkt zugSnglich. 

Das Substrat 4 kann in eine entsprechende Offnung in den Kammerkorper einge- 
setzt werden, Oder wie im vorliegenden Fall dargestellt, direkt als Teil des Kammer- 
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korpers ausgebildet sein. HIerzu bietet sich an. einen Kanal mit der entsprechenden 
Tiefe in einem Bereich von 1|jm-5000|jnn in dem KammerkOrper vorzusehen. 

Auf dem Substrat ist ein fluide Membran 5 aufgebracht, wie insbesondere in der 
Ausschnittsdarstellung in Figur 1 zu sehen ist. In der vorllegenden Ausfuhrungsform 
ist die Mennbran 5 In Form elner Doppelschicht Llpldmembran, belspielsweise einer 
DOPC/DOTAP-Mennbran, vorgesehen. 

Weiterhin umfafit die Elektrophoresekammer eine Elektrodenanordnung 6 nnit zwei 
an den Langsenden des Kanals 3 vorgesehenen Elektroden, die herkommliche 
Materialen. wie Platin. Gold, Ag/AgCI etc. aufweisen. Eine dieser Elektroden ist ge- 
erdet; an die andere Elektrode wird, wie unten noch im Detail erlSutert, eine gepulste 
Spannung Im Bereich von 2 bis 1000V angelegt. 

Wie weiterhin In der Ausschnittszeichnung dargestellt. befinden sich auf der Mem- 
bran 5 zwei Makromolekule. 

Die gesamte in Figur 1 dargestellte Anordnung. also die Membran 5. die Makromole- 
kule 7 und das Substrat 4 befinden sich in einer Fiussigkeit, belspielsweise in Was- 
ser Oder molekulstabilisierender Puffer. 

Im folgenden wird eine erste AusfQhrungsform des Verfahrens zur elektrophoreti- 
schen Trennung von Makromolekulen unter Bezugnahme auf Figur 1 beschrieben. 

In der in Figur 1 gezeigten Ausfuhrungsform wird, wie auch In Figur 1 angedeutet, 
eIn gepulstes elektrlsches Feld verwendet. Die Makromolekule 7 verschiedener Gro- 
Q>e, die auf die Membran 5 aufgebracht worden sind, fuhren zwischen den Span- 
nungspulsen, also bei einer Spannung von OV, eine ungeordnete Brown'sche Bewe- 
gung durch. Wahrend der Spannungspulse hingegen richten sich die verschiedenen 
Makromolekule zunachst entlang der Feldlinlen aus. DIese Ausrichtung findet in Ab- 




hangigkeit von der Grofte der Makromolekule statt, wobei sich die kleineren Makro- 
molekOle schneller als die grofieren Makromolekule ausrichten. Nachdem ein Ma- 
kromolekul im elektrischen Feld ausgerichtet ist, beginnt es, ebenfalls wahrend der 
Spannungsimpulse mlt seiner Bewegung im elektrischen Feld und zwar in Richtung 
des elektrischen Feldes. Da klelnere Makromolekule im Feld schneller als grofiere 
Makromolekule ausgerichtet werden, beginnen diese eher mlt der Bewegung im 
elektrischen Feld und legen deshalb wahrend eines Spannungspulses In dem Feld 
eine grCfiere Strecke als die grofieren Makromolekule zuruck. 

Wahrend des Aniegen einer gepulsten Spannung legen somit die Makromolekule in 
Abhangigkeit von ihrer Ladung bzw. Grofie verschiedene Strecken auf der Membran 
5 in dem Kanal 3 zuruck und sammein sich entsprechend ihrer Ladung bzw. Grolie 
in sogenannten Banden 8. wie dies in Figur 1 dargestetit ist. 

In Figur 2 ist eine erste Ausfuhrungsform einer substratgestutzten Membran 10 zur 
Eriauterung einer zweiten Ausfuhrungsform des Verfahrens zur elektrophoretischen 
Trennung von Partikein gemaR der Erfindung dargestellt. Im folgenden werden zur 
Vermeidung von Wiederholungen lediglich die Unterschiede zwischen beiden An- 
ordnungen beschrieben. Gleiche Bezugszeichen bezeichnen hierbei gleiche Kompo- 
nenten der entsprechenden Anordungen. 

Die substratgestutzte Membran 10 in Figur 2 unterscheidet sich von der in Figur 1 
dargestellten Anordnung im wesentllchen durch die Elektrodenanordnung. Weiterhin 
ist die substratgestutzte Membran 10 in einem Kammerkorper als Kanalboden vor- 
gesehen. Die ubrigen Komponenten entsprechen denjenigen der in Figur 1 gezeig- 
ten Struktur; zur Beschreibung derselben wird deshalb auf die entsprechende oben- 
stehende Diskussion verwiesen. 

Die Elektrodenanordnung umfafit in der in Figur 2 dargestellten substratgestutzten 
Membran zwei Elektroden 6a und zwei Elektroden 6b. An die Elektroden 6a wird ei- 




ne Glelchspannung. die vorzugsweise in einem Bereich von 2 bis 1000V liegt. an- 
gelegt, an die Elektroden 6b eine Wechselspannung, die vorzugsweise in einem Be- 
reich von 2 bis 1000 V liegt und eine Frequenz In dem Bereich von 0.1 bis 200Hz 
aufweist. 

Ebenso wie In der In Figur 1 gezeigten Anordnung befinden sich auch hier die Mem- 
bran, das Substrat und Makromolekule In einer Flussigkeit, beispielsweise in Was- 
ser. 

Im folgenden wird eine zwelte Ausfuhrungsform des Verfahrens zur eiektrophoretl- 
schen Trennung von Makromolekulen unter Verwendung eIner substratgestutzten 
Membran, wie in FIgur 2 gezeigt. beschrieben. 

Durch das zeitlich konstante Feld, das durch die Elektroden 6a verursacht wird, wer- 
den die Makromolekule im wesentllchen In Richtung des Feldgradienten bewegt. Die 
Bewegung in diesem Feld wlrd allerdlngs auch durch das durch die Elektroden 6b 
erzeugte Wechselfeld, in dem sich die Makromolekule zum einen ausrichten und 
zum anderen bewegen, beeinfluflt. Da sich analog zum obigen Fall die Makromole- 
kQle mit einer Geschwindigkeit, die mil ihrer GrbfLe abnimmt, im Wechselfeld aus- 
richten und daruberhinaus im Wechselfeld bewegen, legen die kleineren Makromo- 
lekule in einer Zeiteinheit wiederum eine grdflere Strecke zuruck. Dadurch, daf^ die 
Makromolekule unter dem Einflufi des Wechselfeldes nicht nur ausgerichtet werden, 
sondern sich auch im Wechselfeld bewegen, fuhren sie insgesamt eine Zlck-Zack- 
Bewegung auf der Oberflache der Membran durch, wie dies in Figur 2 angedeutet 
ist. 

Ebenso wie im Fall des ersten Verfahrens sammein sich die Makromolekule, da sie 
entsprechend ihrer Grcifte bzw. Ladung, unterschiedliche Strecken zurucklegen, in 
den Banden 8. die in Figur 2 auf der Membran angedeutet und daruberhinaus in ei- 
nem Histogramm dargestellt sind (das Histogramm zeigt hierbei die Anzahl der Mo- 




lekule in AbhSngigkeit der zuruckgelegten Wegstrecke auf der substratgestutzten 
Membran). 

In Figur 3 ist eine zweite Ausfuhmngsform einer substratgestutzten Membran zur 
Eriautemng einer dritten Ausfuhrungsform des Verfahrens zur elektrophoretischen 
Trennung von Partikein gemafi der Erfindung dargestellt. 

Diese Ausfuhrungsform unterscheidet sich von der in Figur zwei gezeigten substrat- 
gestutzten Membran dadurch, dali die OberflSche des Substrats 4 mit Rippen 9 ver- 
sehen ist. Im ubrigen entspricht die dargestellte Ausfuhrungsform der in Figur 2 dar- 
gestellten, weshalb zur Vermeidung von Wiederholungen auf die Diskussion dieser 
AusfGhrungsform verwiesen wird. 

In der Ausfuhrungsform in Figur 3 wird ein Substrat 4 verwendet, dessen Rippen 9 
eine Periodizitat in einem Bereich von 2nm bis 200nm aufweisen. Die Hohe der Rip- 
pen liegt hierbei in einem Bereich von 0.1 nm bis 10nm. 

Bei einem Substrat aus den oben bezeichneten Kunststoffen kann die Strukturierung 
beispielsweise durch das Eindrucken eines Stempels, welcher das Negativ der ge- 
wunschten Form enthait, gebiidet werden. Hierbei wird der Kunststoff zweckmafii- 
gerweise en/varmt. Als Stempel kann ein in der (111) Ebene geschnittener Si-Wafer, 
der mit KOH angeSzt wurde, verwendet werden. 

Durch Verwendung des Substrats 4 mit Rippen 9 wird die Bewegung. insbesondere 
die Ausrichtung, der Makromolekule auf einer auf einem derartigen Substrat aufge- 
brachten Membran im elektrischen Feld in Abhangigkeit von ihrer Grode noch star- 
ker beeinflulit. Insbesondere wird die Reibungskraft bei der Ausrichtung fur groflere 
Makromolekule starker erhoht als fur kleinere Makromolekule, was insgesamt zu ei- 
ner weiteren Diskriminierung bezuglich der GroRe der Makromolekule fuhrt. 



Zur welteren Erlauterung der Erfindung werden im folgenden verschiedene Beispie- 
le, die mit den oben beschriebenen Einrichtungen durchgefuhrt worden sind. be- 
schrieben. 

Beispiel 1: 

Praparation einer substratgestutzten Membran durch Vesikelfusion 

Im Beispiel 1 wurde eine substratgestutzte Membran durch Herstellen einer kationi- 
schen Doppelschicht aus LIpiden durch Vesikelfusion auf einem Glastr^ger realisiert. 
Hierzu wurden beispielswelse in Chloroform geloste Lipide gemischt. Ein typisches 
Verhaltnis ist DOPC/DOTAP 9/1 . Diese L6sung wurde eingetrocknet, und daraufhin 
wurden die Lipide mit Wasser oder Pufferldsung, beispielswelse HEPES 10mM, 
NaCI 10mM, EDTA 1mM wieder aufgequollen. Die Lipidkonzentration betrug dabei 
ungefahr 1mg/ml. Diese Losung wurde mIt einem Russelbeschaller 1 bis 2min be- 
schallt. Die zu beschichtende Oberflache wurde vor dem eigentlichen Vesikelfusi- 
onsvorgang so behandelt. daft sie stark hydrophil war. Dazu eignet sich beispiels- 
welse eine einminQtige Behandlung mit 5M KaOH-Losung. Zum Fullen einer Kam- 
mer. wie sie zuvor beschrieben worden ist, wurden ca. 2ml der Vesikellosung in die 
Kammer gegeben. Nach ungefahr 2h wurde die Kammer mit der PufferlOsung gut 
gespQIt, um den Lipiduberschufi zu entfernen. In der Kammer verblieb nach diesem 
Vorgang eine Doppelschicht mit einer Dicke von ungefahr 4nm. Zwischen der Dop- 
pelschicht und dem Substrat bildete sich eine etwa 0.1 nm dicke Wasserschicht aus. 
In diesem Beispiel hatte die Membran eine laterale Selbstdiffusionskonstante von ca. 
1ljm^/s. 

Da die elektrophoretische Trennung in dem vorliegenden Beispiel mit hochaufldsen- 
der Mikroskopie ausgewertet werden sollte, wurde ein transparentes optisch inertes 
Substrat bzw. Kammerboden verwendet. dessen Dicke zwischen 100 und 200 pm 
lag. 



Trennung der DNA durch gepulste Felder 

Die zu trennenden Makromolekule, beisplelsweise DNA 80 bp (Basenbpaare) und 40 
bp wurden ebenfalls in die Kammer gegeben. 

DoppelstrSngige DNA der Lange 80bp zeigten im vorliegenden Beispiei auf der flul- 
den Membran einen Selbstdiffusionskonstante von 0.2^lm^/s , 40bp lange DNA da- 
gegen eine Diffusionskonstante von 0.4|jm^/s. 

Durch das Aniegen eines gepulsten Feldes zwischen 0.1V/cm und 100V/cm trennen 
sich die DNA-Makromolekule. Dabei wurde ausgenutzt, das sich die DNA-Oligomere 
durch Eigenrotationsdiffusion bei jedem Abschalten des Feldes wieder zufalllg orien- 
tieren. Diese Tatsache bricht das Proportionalitatsverhaltnis zwischen DNA- 
Basenpaaranzahl und Beweglichkeit. 

Um Polarisierungen der Elektroden zu vermeiden wurden geschwarzte Platinelektro- 
den Oder Ag/AgCI Elektroden verwendet. Je nach Kammergrbfie, Salzgehalt der 
Pufferl6sung und angelegter Spannung flieflt ein Strom zwischen 0.1 \iA und 10 mA. 
Das E-Feld wurde ca. 10 min angelegt. 

Sichtbarmachung der DNA Banden durch Fluoreszenzmarkierung 

Durch die Zugabe von DNA Farbstoffen, beispielsweise TOTO in einem Verhaltnis 
von einem Toto-Makromolekul auf funf DNA Basenpaare ist die DNA nach ca. 10min 
bei Raumtemperatur fluoreszenzmarkiert. Dazu wird Wasser/Puffer mit der entspre- 
chenden Menge TOTO in die Kammer gesptilt. Zur Beobachtung der Banden wurde 
ein Axiovert 100 der Firma Carl Zeiss verwendet. Es zeigten sich die zwei Banden 
der 40bp und BObp langen Oligomere. 




Beispiel 2: 

Praparation einer kationischen Monoschicht oder Doppelschicht durch Langmuir- 
Blodgett-Technik. 

Durch die Langmuir-Blodgett-Technik wurde eine flulde Membran auf PMMA aufge- 
bracht; anstelle von PMMA wurden auch PC, PE, PS, PVC, sowie zyklische Olefine 
verwehdet. Bei der Langmuir-Blodgett-Technik, werden in Chloroform gelofite am- 
phlphlle Molekule an der Wasseroberfiache eines Teflontroges gespreltet, so daft 
der hydrophlle Molekillberelch in das Wasser eindrlngt und der hydrophobe Anteil 
aus dem Wasser herausragt. Diesen Film kann man mittels einer geeigneten Barrie- 
re auf den gewunschten lateralen Druck komprimieren. Taucht man nun ein vertikal 
ausgerichtetes Plattchen aus den oben genannten Materialien durch diesen Film ins 
Wasser ein, bildet sich eine fluide Monoschicht auf der Plattchenoberflache. 

Mit dieser substratgestutzten Membran wurden dieselben Versuche wie in Beispiel 1 
durchgefQhrt und dieselben Ergebnisse erhalten. 

Beispiel 3: 

Es wurde eine substratgestutzte Membran gemafl Beispiel 1 oder gem^li Beispiel 2 
hergestellt. 

Trennung der DNA durch Kreuzfeider 

Im Gegensatz zum ersten und zweiten Beispiel wurde zur Trennung der DNA 80 bp 
und DNA 40 bp jedoch kein gepulstes Feld verwendet, sondern gekreuzte Felder, 
d.h. ein konstantes Feld uberiagert von ein Wechselfeld, angelegt. 




Dabei hatte das konstante Feld eine Feldstarke zwischen 2 bis 200 V/cm, das 
Wechselspannungsfeld eine Feldstarke zwischen 2-200 V/cm bei einer Frequenz 
von 0.1 bis 100 Hz und. Hierzu wurden Platinum/Platinum Black oder alternativ 
Ag/AgCI Elektroden verwendet. 

Mit dieser substratgestutzten Membran wurden dieselben Versuche wie in Beispiel 1 
durchgefuhrt und dieselben Ergebnisse erhalten. 

Beispiel 4: 

Es wurde eine substratgestutzte Membran gemad Beispiel 1 oder gemSft Beispiel 2 
hergestellt. 

Trennung der DNA durch Substratstrukturierung 

Die Membran wird auf ein zuvor strukturiertes Substrat, wie es beispielsweise in Fi- 
gur 3 gezeigt ist und im Zusammenhang mit dieser Figur beschrieben ist, aufge- 
bracht. Dieses Substrat hatte Rippel mit ca. 0,1 nm Hohe und 100 nm Periodizitat. 
Weiterhin waren die verwendeten Substrate transparent und hatten eine Dicke von 
lOOpm bis 200 pm. Die Elektrodenanordnung wurde wie in Beispiel 3 angesteuert. 

Die mit dieser Anordnung erhaltenen Ergebnisse entsprechen dem in Beispiel 3 er- 
haltenen Ergebnis, wobei der relative Abstand der Banden zueinander grolier war. 

Beispiel 5: 

Sammein der DNS auf einer Linie durch Schaffung nicht fluider Bereiche 

Telle des Kammerbodens wurden mit Materialien beschichtet, auf welcher die, wie in 
den Beispielen 1 bis 4 beschrieben. aufgebrachte Membran nicht fluide ist. Hierzu 




wurden beispielsweise AI2O3P oder PMMA erwendet. Diese Bereiche bilden fur die 
auf der Membran beweglichen DNA-Makromolekule eine Sperrschicht. Durch Anle- 
gen eines elektrischen Feldes. welches die DNA in RIchtung dieser Sperrschicht be- 
wegt, konnen diese an der Grenze zwischen Membran und Sperrschicht gesammelt 
werden. 

Mit dieser Membran wurden eine elektrophoretische Trennung wie in Beispiel 1 
durchgefuhrt. Im Ergebnis zeigten sich scharfere Banden. also Banden, deren Aus- 
dehnung In Feldrlchtung gerlnger als die der In Beispiel 1 erhaltenen Banden war. 

Beispiel 6: 

Sammein der DNS auf einer Linle durch Schaffung nicht von der Membran benetzter 
Bereiche 

Durch Aufbringen von AI2O3 auf einen vorbestimmten Bereich des Kammerbodens 
mit eIner Hohe von 10 nm bis 1 pm und einer Breite von 1- 30 pm, wurde vermieden. 
daf^ sich in diesem Bereich eine Membran ausbiidet. Hiermit wurden die gleichen 
Versuche wie in Beispiel 1 durchgefuhrt und die gleichen Ergebnisse wie in Beispiel 
5, also scharfere Banden. erhalten. 




PatentansprQche 

1 . Verfahren zur elektrophoretlschen Trennung von Partikein, Insbesondere von 
Makromolekulen, mit den Schritten: 

Aufbringen derzu trennenden Partikel auf eine substratgestutzte Membran, so 
dafi die Partikel entlang der Oberflache der substratgestutzten Membran be- 
weglich sind. 

Vorsehen eines elektrischen Feldes. derart da(i die Feldrichtung entlang der 
Oberflache. entlang der die Partikel bewegllch sind, ausgerlchtet ist. 

zeitliches Verandern der Starke oder Richtung elektrischen Feldes und/oder 
Verwenden einer substratgestutzten Membran mit einer strukturierten Ober- 
flache, wobei die Starke oder Richtung des elektrische Feld zeitlich so veran- 
dert wird und/oder die substratgestutzte Membran so strukturiert ist, dafi auf 
die Partikel eine Kraft wirkt. die zu einer von der L^nge der Partikel abhangi- 
gen Bewegung fuhrt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1. in welchem als substratgestutzte Membran eine 
fluide Lipldmembran verwendet wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, in welchem eine kationische fluide Lipidmembran 
verwendet wird. 

4. Verfahren nach Anspruch 2 oder 3, in welchem eine fluide Membran verwen- 
det wird, die amphiphile Makromolekule aufweist. 
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5. Verfahren nach einem der Anspruche 2 bis 4. in welchem eine fluide Lipld- 
membran verwendet wird, die Doppelschichten aus geladenen LIpiden auf- 



6. Verfahren nach einem der vorangegangenen Anspruche, in welchem ein ge- 
pulstes elektrisches Feld verwendet wird. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, in welchem ein Wechselfeld 
verwendet wird, dem ein zeitlich l<onstantes Feld uberlagert ist. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, in welchem das Wechselfeld und das zeitlich 
konstante Feld kreuzartig uberlagert werden. 

9. Verfahren nach einem der vorangegangenen Anspruche, in welchem zur 
Stutzung der Membran ein Substrat verwendet wird, dessen Oberflache Rip- 
pen aufweist. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, in welchem ein Substrat verwendet wird, das eine 
Periodizitat in einem Bereich von 2nm bis 200nm aufweist. 

1 1 . Verfahren nach Anspruch 9 oder 10, in welchem ein Substrat verwendet wird, 
das eine Hdhe der Rippen in einem Bereich von 0.1 nm bis 10nm aufweist. 

12. Verfahren nach einem der Anspruche 9 bis 11 , In welchem ein zeitlich kon- 
stantes Feld, dessen Richtung im wesentlichen parallel zu den Rippen ver- 
lauft, venA^endet wird. 

13. Verfahren nach einem der vorangegangenen Anspruche, in welchem die Be- 
wegung eine Drehung ist. 



weist. 
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14. Verfahren nach einem der vorangegangenen Anspriiche, in welchem die 
Membran einen Sperrberelch, in den keine Bewegung der Partikel moglich ist, 
aufweist, und vor Durchfuhrung der Elektrophorese die Partikel durch Aniegen 
eines elektrlschen Feldes an diesem Sperrbereich gesammelt werden. 

1 5. Verfahren nach Anspruch 14 in Verbindung mit einem der Anspruche 2 bis 5, 
in welchem der Sperrbereich durch einen nicht fluiden Bereich der fluiden 
Membran realisiert wird. 

16. Verfahren zur Beobachtung einer elektrophoretischen Trennung, in welchem 
eine elektrophoretische Trennung nach einem der vorangegangenen Ansprii- 
che durchgefuhrt wird, von der elektrophoretischen Trennung digitalisierte 
Bllddaten aufgezeichnet werden, und die aufgezeichneten Bilddaten compu- 
tergestutzt ausgewertet werden. 

1 7. Verfahren nach einem der vorangegangenen Anspruche, in welchem die zu 
trennenden Partikel DNA. RNA, DNA-. RNA-Oligomere, Proteine und/oder ... 
aufweisen. 

1 8. Substrat (4), insbesondere zur Stutzung einer Membran bei der Durchfuhrung 
eines Verfahrens gemafi einem der vorangegangenen Anspruche. aus optisch 
transparentem Material. 

19. Substrat nach Anspruch 18, die als optisch transparentes Material Glas auf- 
weist. 



20. Substrat nach Anspruch 18, die als optisch transparentes Material Kunststoff 
aufwelst. 




30. Substratgestutzte Membran nach einem der Anspruche 26 bis 29. In welcher 
die fluide Lipidmembran eingetrocknet ist. 

31 . Substratgestutzte Membran nach einem der Anspruche 26 bis 30, in welcher 
die fluide Membran wenigstens einen nicht fluiden Bereich aufweist. 

32. Mil<rokanalelektrophoresekammer (1 ) mit 

wenigstens einem Kanal (3), dessen Bodenfldche ein Substrat (4) nach einem 
der Anspruche 18 bis 25 aufweist, und 

einer Elektrodenanordnung (6; 6a, 6b). 

33. Mikrokanalelektrophoresekammer nach Anspruch 32, in welcher jeder Kanal 
eine Breite in einem Bereich von 1|am bis 10mm aufweist. 

34. Mikrokanalelektrophoresekammer nach Anspruch 32 oder 33, in welcher jeder 
Kanal eine Tiefe in einem Bereich von 10 nm bis 20|jm aufweist. 

35. Mikrokanalelektrophoresekammer nach einem der Anspruche 32 bis 34, in 
welcher die Elektrodenanordnung zwei jewells an den LSngsenden eines je- 
den Kanals vorgesehene Elektroden aufweist. 

36. Mikrokanalelektrophoresekammer nach einem der Anspruche 32 bis 35, in 
welcher die Elektrodenanordnung zwei Elektroden aufweist, die sich zu bei- 
den Seiten eines jeden Kanals in Kanallangsrichtung erstrecken. 



37. 



Mikrokanalelektrophoresekammer nach einem der Anspruche 32 bis 36, in 
welcher das Substrat mit einer fluiden Lipidmembran beschichtet ist. 




38. Mikrokanalelektrophoresekammer nach Anspmch 37. In welcher die flulde 
Lipidmembran kationlsche LIpide aufweist. 

39. Mikrokanalelektrophoresekammer nach Anspruch 37 oder 38, in welcher die 
fluide Lipidmembran amphiphile Makromolekule aufweist. 

40. Mikrokanalelektrophoresekammer nach einem der Anspruche 37 bis 39, in 
welcher die fluide Lipidmembran Doppelschichten aus geladenen Lipiden 
aufweist. 

41 . Mikrokanalelektrophoresekammer nach einem der Anspruche 37 bis 40, in 
welcher die fluide Lipidmembran eingetrocknet ist. 

42. Mikrokanalelektrophoresekammer nach einem der Anspruche 37 bis 41 , in 
welcher die fluide Membran wenigstens einen nicht fluiden Bereich aufweist. 




Zusammenfassung 

Die Erfindung zeichnet sich aus durch ein Verfahren zur elektrophoretischen Tren- 
nung von Partikein, Insbesondere von Makromolekulen, mit den Schritten eines Auf- 
bringens derzu trennenden Partikel auf eine substratgestutzte Membran, so dafi die 
Partikel entlang der Oberflache der substratgestutzten Membran beweglich sind, ei- 
nes Vorsehens eines elektrischen Feldes, derart dafi entlang der Oberflache, ent- 
lang der die Partikel beweglich sind. E-Felder ausgebildet werden, und eines zeitli- 
ches VerSndern des elektrischen Feldes und/oder eines Verwendens einer substrat- 
gestQtzten Mennbran mit einer strukturierten Oberflache. wobei Richtung und Starke 
des elektrlsche Feld zeitlich so verSndert wird und/oder die substratgestQtzte Mem- 
bran so strukturiert ist, dafi auf die Partikel eine Kraft wirkt, die zu einer von der Lan- 
ge der Partikel abhangigen Bewegung fiihrt. Weiterhin schafft die Erfindung ein Sub- 
strat, insbesondere zur Stutzung einer Membran bei der Durchfuhrung des erfin- 
dungsgemaften Verfahrens aus optisch transparentem Material. Daruber hinaus 
zeichnet sich die Erfindung durch eine substratgestutzte Membran zur Durchfuhrung 
des erfmdungsgemafien Verfahrens mit einem erfindungsgemalien Substrat nach 
einem der Ansprtiche. und einer fluiden Lipidmembran aus. Aulierdem schafft die 
Erfindung eine Mikrokanalelektrophoresekammer mit wenigstens einem Kanal, des- 
sen Bodenfiache ein erfindungsgemSlies Substrat aufweist, und mit einer Elektro- 
denanordnung. 
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